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V. SIMPULAN DAN SARAN 
A. Simpulan 
Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa: 
1. Densitas kultur Agrobacterium tumefaciens EHA105 sebesar 0,5 pada 
OD600 dapat meningkatkan efisiensi transformasi plasmid pTA7002-
AtRKD4 sebesar 3,39×103 CFU/µg. Hasil ini berbeda dengan hipotesis yang 
menyatakan bahwa densitas kultur Agrobacterium tumefaciens EHA105 
pada OD600 yang paling optimum untuk meningkatkan efisiens i 
transformasi plasmid pTA7002-AtRKD4 adalah 0,3. 
2. Waktu inkubasi pada nitrogen cair yang optimum untuk proses transformas i 
plasmid pTA7002-AtRKD4 ke dalam Agrobacterium tumefaciens EHA105 
dengan metode freeze thaw sesuai dengan hipotesis awal yaitu selama 5 
menit, dengan efisiensi transformasi yang dihasilkan sebesar 2,40×103 
CFU/µg.  
B. Saran 
Saran yang dapat dilakukan untuk penelitian lanjutan adalah: 
1. Pengamatan pola pertumbuhan Agrobacterium tumefaciens EHA 105 dapat 
dilakukan hingga diperoleh fase kematian agar diperoleh data yang lengkap 
mengenai fase pertumbuhan bakteri ini.  
2. Pengenceran dapat dilakukan ketika akan menginokulasikan kultur suspensi 
Agrobacterium tumefaciens EHA105 hasil transformasi ke medium selektif, 
untuk mempermudah perhitungan jumlah bakteri transforman yang berhasil 
tumbuh. 
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3. Penelitian lanjutan berupa optimasi konsentrasi CaCl2 pada tahap 
pembuatan sel kompeten dan optimasi suhu thawing pada proses 
transformasi dapat dilakukan untuk meningkatkan efisiensi transformasi.  
4. Penelitian lanjutan berupa uji stabilitas gen AtRKD4 dan HPT pada 
beberapa generasi perlu dilakukan untuk mengetahui secara pasti sampai 
generasi ke berapa gen tersebut masih stabil.  
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LAMPIRAN 
Lampiran 1. Jadwal pelaksanaan penelitian 
Kegiatan 
Bulan 
September Oktober November Desember Januari 
Pembuatan medium                        
Sterilisasi                        
Kemurnian bakteri                        
Stok kultur                        
Pola pertumbuhan                        
Isolasi plasmid                        
Kegiatan 
Bulan 
Februari Maret April Mei Juni 
Isolasi plasmid                        
Deteksi plasmid                        
Kuantifikasi plasmid                        
Transformasi I                        
Konfirmasi 
Transforman I 
                       
Transformasi II                        
Konfirmasi 
Transforman II 
                       
Analisis Data                        
Penyelesaian 
Naskah 
                       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
KKN 
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Lampiran 2. Komponen Geneaid PrestoTM Mini Plasmid Kit PDH 100 
Komponen Volume 
PD 1 Buffer 25 ml 
PD 2 Buffer 25 ml 
PD 3 Buffer 45 ml 
TrueBlue Lysis Buffer 250 µl 
W1 Buffer 45 ml 
Wash Buffer (add Ethanol) 25 ml (100ml) 
Elution Buffer 6 ml 
RNase A (50 mg/ml) 100 µl 
PDH Columns 100 
2 ml Collection Tube 100 
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Lampiran 3. Pembuatan gel agarosa 1,4% dan elektroforesis 
Pembuatan gel agarose dan metode elektroforesis mengacu pada Sambrook 
dan Russel (2001) dengan modifikasi. Gel agarose dibuat dengan memasukkan 
serbuk agarose 0,42 gram dan 30 ml buffer TBE (1x) ke dalam Erlenmeyer, 
kemudian dipanaskan menggunakan microwave selama ± 60 detik sampai larutan 
jernih. Larutan dibiarkan sebentar hingga hangat, setelah itu ditambahkan 2 µl 
Florosafe DNA gel stain, kemudian diaduk rata. Larutan agarose dituang ke dalam 
cetakan yang telah dilengkapi comb, kemudian didiamkan selama ± 20 menit 
hingga membeku membentuk gel. Setelah gel membeku, tanggalkan comb secara 
perlahan. Gel dipindahkan ke dalam bak elektroforesis horizontal, kemudian bak 
elektroforesis diisi dengan buffer TBE (1x) hingga gel terendam seluruhnya.  
Proses elektroforesis dilakukan dengan cara sampel DNA hasil amplifikas i 
PCR diambil sebanyak 5 µl kemudian dimasukkan ke dalam sumuran gel agarose 
menggunakan mikropipet. Elektroforesis dijalankan selama 50 menit dengan 
besaran arus listrik 50 V. Setelah itu gel diamati pita-pita DNA-nya menggunakan 
GelDoc transilluminator. Hasil visualisasi diamati dan difoto. 
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Lampiran 4. Data efisiensi transformasi plasmid pTA7002-AtRKD4 pada 
Agrobacterium tumefaciens EHA105 menggunakan metode freeze 
thaw dengan variasi nilai OD600 kultur 
Nilai 
OD600 
Pengulangan 
Jumlah Koloni 
Transforman(CFU) 
Konsentrasi 
DNA 
Plasmid 
(µg) 
Faktor 
Pengenceran 
Efisiensi 
Transformasi 
(CFU/µg) 
0.2 
1 174 0.297 1 1.17×103 
2 63 0.297 1 4.24E×102 
3 142 0.297 1 9.56×102 
0.3 
1 248 0.297 1 1.67×103 
2 176 0.297 1 1.19×103 
3 158 0.297 1 1.06×103 
0.4 
1 427 0.297 1 2.88×103 
2 382 0.297 1 2.57×103 
3 309 0.297 1 2.08×103 
0.5 
1 755 0.297 1 5.08×103 
2 331 0.297 1 2.23×103 
3 424 0.297 1 2.86×103 
0.6 
1 376 0.297 1 2.53×103 
2 403 0.297 1 2.71×103 
3 294 0.297 1 1.98×103 
0.7 
1 332 0.297 1 2.24×103 
2 315 0.297 1 2.12×103 
3 328 0.297 1 2.21×103 
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Lampiran 5.  Hasil ANAVA efisiensi transformasi plasmid pTA7002-AtRKD4 pada 
Agrobacterium tumefaciens EHA105 menggunakan metode freeze 
thaw dengan variasi nilai OD600 kultur 
 
Variabel Bebas: Efisiensi transformasi   
 Jumlah Kuadrat Derajat Bebas Rerata Kuadrat F Sig. 
Antar Kelompok 12377244.444 5 2475448.889 5.298 .008 
Dalam Kelompok 5606645.333 12 467220.444   
Total 17983889.778 17    
 
 
 
Deskriptif 
Variabel Bebas: Efisiensi transformasi 
Variasi 
Nilai 
OD600 
Kultur 
Ulangan 
Rata-rata 
Efisiensi 
Transformasi 
Standar 
Deviasi 
Standar 
error 
Interval Rata-rata 
Efisiensi 
Transformasi 
pada Tingkat 
kepercayaan 95% 
Minimum Maksimum 
Batas 
Bawah 
Batas 
Atas 
  
0.2 3 850.00 384.130 221.778 -104.23 1804.23 424 1170 
0.3 3 1306.67 321.299 185.502 508.51 2104.82 1060 1670 
0.4 3 2510.00 403.361 232.881 1508.00 3512.00 2080 2880 
0.5 3 3390.00 1497.097 864.349 -329.00 7109.00 2230 5080 
0.6 3 2406.67 380.307 219.570 1461.93 3351.40 1980 2710 
0.7 3 2190.00 62.450 36.056 2034.87 2345.13 2120 2240 
Total 18 2108.89 1028.531 242.427 1597.41 2620.37 424 5080 
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Lampiran 6. Hasil DMRT efisiensi transformasi plasmid pTA7002-AtRKD4 pada 
Agrobacterium tumefaciens EHA105 menggunakan metode freeze 
thaw dengan variasi nilai OD600 kultur 
 
Efisiensi Transformasi 
Duncana   
Nilai OD600 Kultur Pengulangan 
Subset 
1 2 3 
0.2 3 850.00   
0.3 3 1306.67 1306.67  
0.7 3  2190.00 2190.00 
0.6 3  2406.67 2406.67 
0.4 3  2510.00 2510.00 
0.5 3   3390.00 
Sig.  .429 .068 .069 
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Lampiran 7. Data efisiensi transformasi plasmid pTA7002-AtRKD4 pada 
Agrobacterium tumefaciens EHA105 menggunakan metode freeze 
thaw dengan variasi waktu inkubasi dalam nitrogen cair 
Waktu 
Inkubasi 
Nitrogen 
Cair 
Ulangan 
Jumlah Koloni 
Transforman(CFU) 
Konsentrasi 
DNA 
Plasmid 
(ug) 
Faktor 
Pengenceran 
Efisiensi 
Transformasi 
(CFU/µg) 
3 Menit 
1 61 0.297 1 4.11×102 
2 134 0.297 1 9.02×102 
3 119 0.297 1 8.01×102 
4 Menit 
1 243 0.297 1 1.64×103 
2 129 0.297 1 8.69×103 
3 270 0.297 1 1.82×103 
5 Menit 
1 585 0.297 1 3.94×103 
2 260 0.297 1 1.75×103 
3 222 0.297 1 1.49×103 
6 Menit 
1 278 0.297 1 1.87×103 
2 318 0.297 1 2.14×103 
3 252 0.297 1 1.70×103 
7 Menit 
1 167 0.297 1 1.12E×103 
2 77 0.297 1 5.19×102 
3 205 0.297 1 1.38×103 
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Lampiran 8. Hasil ANAVA efisiensi transformasi plasmid pTA7002-AtRKD4 pada 
Agrobacterium tumefaciens EHA105 menggunakan metode freeze 
thaw dengan variasi waktu inkubasi dalam nitrogen cair 
 
ANOVA 
Variabel Bebas: Efisiensi transformasi  
 Jumlah Kuadrat 
Derajat 
Bebas Rerata Kuadrat F Sig. 
Antar kelompok 5524026.267 4 1381006.567 2.912 .078 
Dalam Kelompok 4741705.333 10 474170.533   
Total 10265731.600 14    
 
 
 
Deskriptif 
Variabel Bebas: Efisiensi Transformasi 
 Ulangan 
Rata-rata 
Efisiensi 
Transfor
masi 
Standar 
Deviasi 
Sandar 
Error 
Interval Rata-rata 
Efisiensi Transformasi 
pada Tingkat 
kepercayaan 95% 
Minimum Maksimum 
Batas 
Bawah 
Batas 
Atas 
3 Menit 3 704.67 259.288 149.700 60.56 1348.77 411 902 
4 Menit 3 1441.00 503.656 290.786 189.85 2692.15 869 1818 
5 Menit 3 2395.00 1343.256 775.529 -941.83 5731.83 1495 3939 
6 Menit 3 1903.33 223.652 129.126 1347.75 2458.92 1697 2141 
7 Menit 3 1008.00 442.263 255.341 -90.64 2106.64 519 1380 
Total 15 1490.40 856.310 221.098 1016.19 1964.61 411 3939 
 
